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نشزيه پژوهشهای علوم و صتانم غکایی ایا ,۱ ۲ 0۵۵۲ 2.28 هزم ۳۵۵0 . صهنصه] 


۰ )کم وه 1 تتطفطه ,۲۱ ردتصوها مدای ۱ و عامجممطه]۷ تطعع820 م۸ وطقصهم‌تصنط 1۴۵2 ,]۷ 
۱۳۱۱۵ 
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16۷1560: 0 

۸6680۵0: 5 
۲۷۵112016 001106 5 


۶۰ نها ان 0 ۲۱۵0۲۲ 

2023(۰) ,۷۲ بل1۵/000اها عک بلط متصهافمته0ه] تنطهدی را بتصهطاتمطن ره ۷۲20008 نومه ویک مطقفصهم‌تصتطی۴] 
۵ 7۵۱۱۱۵۱۱ .]0۲0۵ 9660 مامصهتوممهمم ۵۶ فلو۷ ۱0۲0۱ متام حصم ممتامن۳0۵ج دعلتاممم )ص02 0متاصه ۵۶ ممتاه2تصتام0۵ 
9001(۰ه . حوتاعصظ . طازض... صقتقورعظ .. صل) ,۰181-194 ۰ :(9)01 7 .مولع «وما6670 1 070 .۰ 96۵1۱66 
۰ ۱ ۱ 3 ۱0://01.012/10.22067/1190 


12-0000 

4 ۱0200۷۵ظ .وومتاه 420۷۵ موییقه «اافتصوبه قمع وعلیمعامصهمزه معقصصقل صهه فلهعنه مع ۵۶ واه۱۵۷ ۲۲2 
۶ حمتامن0مزم م1۳ .قمناوممم امه 0دمتاصه وه میا رومتاعهممت طعلمعط طعنط م16 فتورامع بط ملامصرر2صه فصتعنل 2۲۵006860 
۶ 13 0۶ مه مه فصقاط .واصهلتدمتاصه تمه ۵۶ ممتاحعصمع 260 2 25 صمتاصه‌تاه طمنصظ ۲۵۵۵۲۷۵۵ فقظ وعلتاممم )2 مهد 
5 560۵۵۵ 2010 مصتصصرح فا رتعماصا فا متیتامبتتاه صتعامم مصا مج همم مه .صتقامم «الهلمممروه روتعصدآمممنها ۵۶ وممتنامو )صهعصناطاه 
6 ۲۵۱62860 276 وم مصتصصح عوقط) مصمتادععن امصتامماصامتافدع مه مصمتاماممطعم؟ روتوتاهمامين مصتسل روهظ ب1۳20101۷۵ 
۵ 276 0۵۵065 ۲96 ,اطهزه۱۷ تمانامع۵۵1 صر 12 10 ب««ماهها مج فهتمع مصتصصح 20 صقط وعقا ط المصنتقتی فعه‌تامع01120۵ 
ما۷2 1000 0۶ ۱۷۵6 9 ,و۲6 ونطا م1 .ومتاهممم اصهتدمناصه طمناو فمتاهم۵۲۵ 0۷۵م2م1ه منگلهعمو )اند صهه 4ص ماماتاوععنه 
متاقص ۱2 .صمتاصماه مصلومع1۳0 ۲۵۵۵۲۷۵۵ فقط میله۷ تما مفهععصد مه مملتاومم 200۷۵م1ه عم0م۲ج ما صتقامتم عمتصتماوهه 
عتعطا عصتاهعله ]نامطااه فعتاومم ماصاً فصتهامتم مصتاه مه رها دمتانهممم تمومتاعصیظ تتقطا مقوععمصا صقه . ولو ۷۲۵1۷ 
0 2 06 20 20 «تادنلصا له ۵60و ماقصهتوعمصهمن مط ۵۶ )من۵۷-۳۲۵0 2 و مامت 9۵۵0 ماقصهعم۵8ظ .ماه آهمممتاتتناط 
فص ابام0ا2 ماع رصح ]15 وعفطا رمعلع7۱مص۱ تام ما عصتلتمممه .عمتاوممتن اصهل0متامج از قمل‌تامووم و7 تاعومنه ۵۶ 900۲68 
لقتاونه عمط ,چاه فتطا ‏ صمتامنمم ومل‌تاووم مهن ماه 1۵ صتمامعج ۵۵0و ماقصهوهمصم ۵ فلواا0 رد م62 
صرح 0مطامحط عمهنناه فعفممموعع مط) عصلفی لدم طاه صتمامم 5660 ماقصهوعمصهمم ۵۶ ولو امل بط متامصصررمصه 10۲ فممتاتصمم 
۷۷۵۲۵ ناما تاو ملما0؟0 و0 ولو اموظ ۵۶ ا0ع1ه مطا 

5 20 واهنه) ۷۱۵۸ 

متقصصرجصه ۵۴ ممتام2نصتاون فط صنوموط عصتون مه رمع متقصهوعمصهمم رم 0مامهتانه قه صلع)0۲۵0 فا ,لاه فنط 1 
معط 0۶ عمه و1 طمنط بصعلوعه مالوممصصمن تحتاصعن ۲60ماهم)-۳2۵۵ رها 0عصتصماع ۳2۵ صتقامم گم فعمتاتجمم ول۷۵ ۳۷۲۵۱ 
0 30) عصصتا ,۹0۵ 45 هم 30) ععنمتهمجصعا عصلل‌اامصا فماطامته۷ اصعل‌جهمع0صا گم امعم 16 .005ظ)عصظ طعنعع0 ممهناو فع8ظ۵0وع۲ 
عصتمنالع و۴ 4صح نامه عصتممه همه آممتله: مق ۳۳۳۳۲ جی رس 35 م 1) متاقد عتمتهدطانه ما عصروجصع 4صة ر(وعسصتصه 180 
ممله۷ 60ومجمتم قطا ۵۶ صمتاحص وم 1۵0۲ 0مصمتتم ۷۵۲۵ فافع صمتاهتله ۲۷ .۵2۵6 ق۷2 روع‌عممموع۲ 28 20۵۱۷۵۲ 
۵ 20۱0 1۲01۷76۵0«طصتا مطه روماه عظ مطا مر ,ماع قهب فمامرصصهه مه ۵۶ وتورام بط ۵۶ معتوع0 مط 200 901072۲6 
,۳۱۵11۷ .همین مه اتمزصامطمن0 بط ممهساه عتعطع مصه صمتتا تفت منم بجانمعامصه عم مهدفه صتما2۳۵ 
۰ ۹15 ۲01۷ ۳۱۲ معط تدم ما ۵0ونا م۱۷۷۵ مفمعفصا (00900 ۳ متا0ع عصتصط2ع٩‏ 

ج«معویی 1۱۱15 0صه جع 

,۳000]66 136.55 :11۳6 ی 37.6 :ع۵۵ججظع) 0مطامص عمهه مفصمهروعع فط مصم 0مصنهاهاه فصمتاتجمی تقصتامن ععهرنآ 
:۲ 962۷0021128 ۲201621 ۲۵۵ ۱۳۲۳۲ عمط رم2۵6ا0 بط 6۷۵0 -صلوم ر(2.2660 :۲۵610 ماهتاوطاناه ما مرجم هه 
0 آقنوع مهس متوراملبط که معنوع0 عطا رفعمتاتقجمی عفقعط علوصنا 0293044 نوم ممتامتالع: و۴ 8صح 872-0.8996 
۶ الهزطامدم۱0۲0ظ ممهتاه عمط ط مفهععص1 مظ1 ,۵۱۷۲ ها ۷۵102660 ۱۷۵۲۵ ولو امل بط که فمتانلجمه حصتدتامن 16 .60 30.131 


0 8016866 ۳۲۵۵0 ۵۶ اممصانه۱۳۵0 رتمووع]۲۳۵0 ]صهاوتوعظ 220 ۳۳۵۵950۲ مهله50ظ ,۱۵1۵5950۲ راصعتاق بانط -4 220 3 ,2 و1 
۷۰ 1120 رطهع0۲8) ,1۵900۲685 مدا مه فعمعممهه اتمه ۵۶ «اتویه۲ نصا و00۲ رناعم1مصطمع 1[ 

(20.26.1ع ۵ ٩2062۳1272‏ :تم مه م مت طمصدمتزمن -۶) 

۵/۵ ۵۶ ۲2۵10 رتماجعن) اهوم وعم‌مملم. لهمتانه‌ممصصنفطاط لمع عفد اهممت۲۱201. رتمووع]۲:۵0 صهاوزود۸ -5 
صه ۷۵20 ,وعمممزمو ۱۷60162 ۵۶ نوعب نا نع 0400ه8 8تصقط 
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۲۳ شربه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد 1٩‏ شماره ۱. فروردین - اردیبهشت ۱۴۰۲ 


6 36] 24 تقد صتمامن 9660 مفهصهتومصمن مطا ۵۶ عصئلآمصه عطق 10162060 ووعع۵۲۵ فلودامتل۷ معط تماه صتمامت مطا 
عم مه صتماميم 5660 مقصهوعمصصم 0ععنقصعل ۵۶ ملتلمتم ماعتمصاممتامعاه فظ1 .صمتام2ع۲ معط همین مناد فلا 0 
«محعته عطا 50 .وتوامت بط ماد فممتامه ۵۵006 مط) ۵۶ مصصموه عصلوم۱ طذ عصمله ,)تفصعاصا عصدها هب1۵ فصه ومد ع4تام۵م 
6160۲0۲ عصتصمصوعو ها 0مصتقاهاه فععفصطا ۵۶ ممتافنله۱ ۱ موم مه ملقامن مه عم همه 2 صلوموط 0 
0 معموفطه 20 و12 )مرمع ۵ داععطه مممل‌صه ه مدومن )ای مآمرصرمی 20 صلم010 1۳۵0۱۷2,۵۵ هیا عقط) 8097۵۵ 
ص عصتالناوم روتورامل۷ مرجم اه ما0 صفمه طزه متنعمتتاد تعووما قصه فاصمصعم القصصه مصاً 212060ع0 صتمامم مطا 
مهم ۳۱۷ مصصحو معط طز فمام‌ده مادهنا 1 0عتهم‌جهرمم فقآمتاتهم 9۳02116 

«متمعصمن 

۶ حمناحء‌ناموج فطا اوح فصصمموم صموميم 4ص ولمم اقصمتامصن هه پ«مجرمل‌صما و تمصصناعومع. فص فصنملزفصمن) 
5 ۱/۵1 0 م0۲۵0 مامت 8۵۵0 008۵۵81۵8۵66 ۲۲01۷2۵0 مطا رو6تا5ع1 معط مه عصتلع0عع2 204 وع7 2000 متامط هو 
عصووع0۲06 ماقصهتعمصصمم مط) «ها 0عتهتعصمع ماود ما ممتام‌نا0ع؟ ه 06 ۷1۱1 6۲ رصمتات200 ص .انمهمهه )صهلدمتاصنه 2۵00 
۵5 2010 مصتصصح 24 فمل‌تاوو0 متلمعوو مطا ۵۶ صمتاهع011م106 صرح ممتلها0ع1 فص ع۵ 0ععظ ۱۷۱۱1 وعتلباه تمط)تن ۰ وتاوتالط1 
۰ 0048 1 18001۵0۲20 ماماتوومه تتقطا ۵۶ ممتاحناهبه مط 280 
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م00 بط هاگ روتفعءمطمماهعام 


۱۹ 


مر و بت 10001 1 1۳ 1۳21 
ار ند با تفای غلوم و تایه عتلای ایران 1 60۵۵۵8۵۲ 0جد مهن ۳۵۵0 ۲۵۱۸۱217 
جلد ۰۱٩‏ شماره ۱. فروردین - اردیبهشت ۱۴۰۲ ص. ۱۸۱-۱۹۴ ی 181-4 ۰ ,2023 ۸0۲ -۷۲2۲ با ,6 ,19 ۲۷۵۱۰ 


‌ 


تعیین شرایط بهینه تولید پیتیدهای ضداکسایش حاصل از هیدرولیز ترییتیکی پروتئین هسته 
انار 


مریم رحیمی پناه۱- علیرضا صادقی ماهونک ۲*- محمد قربانی "۳ هدی شهیری طبرستانی *- محسن نبی میبدی ٩‏ 
تاریخ دریافت: ۱۴۰۱/۰۲/۳۲۰ 
تاریخ بازنگری: ۱۰۹۱/۳/۰ 


تاریخ پذیرش: ۱۴۰۱/۰۳/۲۵ 


چکیده 


این مطالعه به بررسی شرایط بهینه برای هیدرولیز آنزیمی پروتئین هسته انار با استفاده از روش سطح پاسخ و تاثبر هیدرولیز بر ساختار پروتئین می‌پردازد. در 
ابتدا استخراج ایزوله پروتئین صورت گرفت» سپس بهینه‌سازی شرایط هیدرولیز پروتلین با استفاده از آنزیم تریپسین و طرح مرکب مرکزی تعیین شد. تاثیر 
متغیرهای مستقل شامل دما (۲۰ تا ۴۵ درجه سانتی‌گراد» زمان (۳۰ تا ۱۸۰ دقیقه) و نسبت آنزیم به سوبسترا (۱ تا ۳ درصد وزنی /وزنی) بر فعالیت مهارکنندگی 
رادیکال آزاد 0۳۳1۷ و قدرت کاهندگی یون فریک به عنوان پاسخ‌های این روش مورد ارزیابی قرار گرفتند. در شرایط بهینه به دست آمده از روش سطح پاسخ 
(دما: ۳۷/۶ درجه سانتی‌گراده زمان: ۱۳۶/۵۵ دقیقه و نسبت آنزیم به سوبسترا: ۲/۲ درصد)» هیدرولیزهای مشتق شده از قدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد ]1۱۳۳ 
(به میزان ۸۷2-۰/۸۹ درصد) و توان کاهندگی یون فریک (به میزان ۰/۲۹۲2-۰/۴۴) برخوردار بودند. در این شرایط درجه هیدرولیز پروتئین برابر با ۳۰/۱2۱ درصد 
بود. افزایش در میزان آبگریزی سطحی پروتئین پس از فرآیند هیدرولیز نشان‌دهنده باز شدن زنجیر پروتئینی هسته انار و آشکار شدن ساختار آن در طی واکنش 
بود. با استفاده از روش الکتروفورز, وجود پپتیدهایی با وزن مولکولی کم (کمتر از ۱۱ کیلودالتون) تایید شد. ارزیابی تصاویر به دست آمده از میکروسکوپ الکترونی 
روبشی نشان‌دهنده بازشدن ساختار پروتئین و تولید قطعات کوچک‌تر در پی اعمال تیمار آنزیمی بود. طبق نتایج به‌دست آمده پروتئین هیدرولیز شده هسته انار 


وازه‌های کلیدی: آبگربزی سطحیی الکتروفورز: میکروسکوپ الکترونی روبشی» هسته انارء هیدرولیز آنزیمی 
مقدمه آن غیرفعال هستند ولی طی پروتئولیزه تخمیر و هضم معده-روده‌ای, 


این آمینواسیدها به‌صورت پپتیدهای کوتاه زنجیر با کمتر از ۲۰ 
آمینواسید و وزن مولکولی حداکثر ۲۰ کیلو دالتون. آزاد می‌شوند 


پروتئین یک ترکیب مغذی مهم و منبع اسیدهای آمینه ضروری 
است. علاوه بر ویژگی‌های تغذیه‌ای اساسی» بعضی از پروتئین‌ها 


می‌توانند با آزادسازی پیتیدهای زیست فعال داخل توالی خوده اثرات (2015 9 پپتیدهای با وزن مولکولی کم نسبت به پروتئین‌هاء 
سلامتی‌بخش بیشتری داشته باشند (2017 .۵1 6۶ طدنمصدله). هضم پذیری راحت‌تر و زیست دسترسی بیشتری برای انواع 
تا مان کهسباختار پروفین دس تخورده بافند: کوالی آمیتوانیدهای عملکردهای بیولوژیکی بدن انسان دارند و بطور کلی فعالیت زیستی 
۰ ۲ ۳ و ۴- به‌ترتیب دانشجوی دکتری استاه دانشیار و استادیار گروه علوم و پروتئینی» فعالیت‌های زیستی مختلفی مانند خصوصیات آنتیاکسیدانی» 
سای ای نگیو دایم لایخ اه خانس که ورس ی اس ‌طیسی ضد دیابت» ضد پرفشاری خون. ضد میکروبی» ضد التهاب» کاهش 
(#- نویسنده مسئول: ک.20.26ع ۵) ۹208222 :لتمط) 


ایمنی را نشان داده‌اند. هیدرولیز آنزیمی یکی از راه‌های بهبود 


4۵ استادیار مرکز تحقیقات علوم دارویی و داروسازی سنتی» دانشکده داروسازی» ۳۹ ۱ ۱ ۲ 1 
ویژگی‌های عملکردی بدون ایجاد اثر منفی بر ارزش تغذیه‌ای 


دانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی؛ یزد ایران 
4 1022067/3 :1۱0۵۲ 


۱۸۳۴ نشربه پژوهشهای علوم و صنابع غذابی ایران؛ حلد 1٩‏ شماره [ فروردین ۳ اردیی‌هشت ۱۴۰۲ 


پروتئین‌هاست. همچنین» تهیه پپتید می‌تواند در تبدیل پروتئین‌های 
غذایی بدون کاربرد و حاصل از فرایند. به محصولات ارزشمند. که 
بسیار مورد علاقه شرکت‌های غذایی می‌باشد کمک کند 
(2017 .۵۱ ۵ طوتمفلمط) ,اه ۵ م2۵ :2018 .۵ ۵ ال۲ : 
2019 


رادیکال‌های آزاد در بسیاری از سیستم‌های بیولوژیکی و شیمیایی 
تولید می شوند. میزان زیاد رادیکال‌های آزاد می‌تواند به مولکول‌های 
زیستی آسیب رسانند و در نهایت باعث استرس اکسیداتیو شوند. انواع 
بیماری‌ها مانند سرطان. بیماری‌های قلبی-عروقی و پیشرفت فرایند 
پیری با استرس اکسیداتیو ارتباط دارند. به دلیل اثرات مضر 
رادیکال‌های آزاد و استرس اکسیداتیو در بدن» پیشگیری از این 
واکنش‌ها ضروری است. برخی از آنتی‌اکسیدانی‌های سنتزی مورد 
استفاده» اثرات جانبی نامطلوبی بر بدن دارند. بنابراین» تحقیقات بر 
شناسایی و استخراج ترکیبات انتی‌اکسیدانی از منابع طبیعی با پتانسیل 
بالای عملکردی متمرکز شده است (2018 .۵ # نک : 
7 ,1 6 تمحصصهطمصنمل). 

پژوهش‌های زیادی در زمینه استفاده از ظرفیت آنتیآکسیدانی 
موجود در هیدرولیزهای پروتئینی و يا پپتیدهای حاصل از منابع گیاهی 
انحام شده است. نورمحمدی و همکاران ( 6 تمصصهطمصم( 
2017 .اًٍ0) با بررسی شرایط بهینه هیدرولیز کنسانتره پروتئینی دانه 
کدو توسط ترییسین, گزارش کردند که پروتتین هیدرولیز شده دانه 
کدو از قابلیت ضداکسایشی و شلاتهکنندگی مناسبی برخوردار است. 
در پژوهشی که توسط مشگینفر و همکاران ,./ه 6 تحلصتعدع۲) 
(2018 انجام شد. اثر هیدرولیز آنزیمی پروتتین هسته گوجه فرنگی را 
بر عملکرد و خصوصیات فیزیکوشیمیایی هیدرولیز شده‌ها بررسی 
گردید و نتایج نشان داد هیدرولیز آنزیمی منجر به تولید پپتیدهای با 
همکاران (2019 .۵1 6۶ 060 بیان کردند که در بین هیدرولیز 
شده‌های پروتئین دانه ماش اجزاء کمتر از ۳ کیلودالتون که غنی از 
آمینواسیدهای آروماتیک و آب گریز است» نسبت به بقیه اجزاء دارای 
بهترین فعالیت آنتیاکسیدانی هستند. در تحقیق دیگری رنجبر ندامانی 
و همکاران (2020 ,.]۵ ۶۶ تصحقصد۲2 تدطاژیف؟) _ شرایط بهینه 
هیدرولیز آنزیمی پروتئین نخود کاجان را به روش سطح پاسخ تعیین 
کردند و نشان داده شد که می‌توان از پروتئین‌های هیدرولیز شده 
نخود کاجان به‌عنوان آنتی‌اکسیدان طبیعی و منبع آمینواسیدهای 
ضروری استفاده کرد. در یک بررسی ملوف و همکاران 6 ۷۲۵1۲۶) 
(2020 ,.4 شرایط بهینه هیدرولیز آنزیمی پروتتین موجود در ضایعات 
ال مکی سکف ریروین س زان را یی کر درو همین ۱ 
تکنیک الکتروفورز 55-۳۸۲ وجود پپیتدهای با وزن مولکولی 
کمتر از ۱۴ کیلودلتون که نشان دهنده تشکیل ترکیبات فعال زیستی 


است تایید شد. فتحی و همکاران (2022 .۵1 ۶ ن۳) شرایط 
بهینه هیدرولیز آنزیمی پروتئین تفاله زیتون با آنزیم تریپسین را تعیین 
کردند و نشان دادند این آنزيم در تولید هیدرولیزات با خاصیت 
ضداکسایش موثر است. 

انار با نام علمی ما ۳۵7۱۵۳ ۳:6۵ در سطح وسیعی در 
خاورمیانه بخصوص ایران کاشت می‌شود. ایران تقریبا ۳۷ درصد کل 
انار دنیا را تولید می‌کند (2018 ,.۵1 6۶ صحطعطلهع). دانه آبگیری 
شده (هسته) انا محصول جانبی فرآیندهای انار است و حدود 
۹/۴۴۳۵ درصد وزن کل میوه را به خود اختصاص می‌دهد 
(2010 ,اه 6 عحلنصحتطه1)._پروتئین هسته انار غنی از 
اسیدهای‌آمینه ضروری است. بنابراین. پروتئین هسته انار می‌تواند 
به‌عنوان منبع پروتئینی برای تغذیه انسان استفاده شود ( 6۶ 1۵1617 
8 ,.01): 

تولید هیدرولیزهای پروتئینی دارای خواص آنتی‌اکسیدانی منجر به 
رنقای ارزش محصولات جانبی حاصل از فرآوری استخراج روغن 
هسته انار می‌شوند. براساس اطلاعات موجود. تاکنون تحقیقی در 
زمینه هیدرولیز پروتئین هسته انار توسط پروتتاز صورت نگرفته است؛ 
لذا در این تحقیق سعی می‌شود شرایط بهینه هیدرولیز پروتئین هسته 
نار جهت تولید پتیدهایی با بیشترین اثر مهارکنندگی رادیکال 
۳1 و احیا کنندگی یون فریک توسط آنزیم تریپسین مورد بررسی 
قرار گرفته است. 


مواد و روش‌ها 

کنجاله هسته انار حاصل از صنایع تولید روغن با روش پرس سرد 
از شرکت نیری ارگانیک یزد خریداری شد. آنزیم تریپسین پانکراتیک 
خوکی با فعالیت ۱۵۰۰ واحد در میلی‌گرم از شرکت سیگما-آلدریج 
خریداری شد. کلیه مواد شیمیایی از برندهای معتبر تهیه شدند و از 
درجه آزمایشگاهی برخوردار بودند. 


تهیه پودر بدون چربی از کنجاله هسته انار 

قر ات کفطاله‌ها فربظ آسیاب اکفریکی تدم تیان و مالک 
با مش ۲۵ عبور داده شدند. پودر کنحاله هسته انار به منظور جداسازی 
کامل چربی موجود در آن. با حلال هگزان با خلوص بیش از ۹۵ 
درصد به نسبت ۱:۲ وزنیسحجمی مخلوط و به مدت ۲ ساعت با 
استفاده از شیکر همزده و چربی‌گیری شد. سپس هگزان جدا شد و 
پودر چربی گیری شده به مدت ۴۸ ساعت در دمای اتاق خشک شد. در 
نهایت آرد چربی گیری شده تا مرحله استخراج پروتئین در دمای ۱۸- 
درجه سانتی‌گراد نگه‌داری شد (2018 .1 » طعصن۹). 


رحیمی پناه و همکاران. تعیین شرایط بهینه تولید پپتیدهای ضداکسایش حاصل از هیدرولیز تریپتیکی پروتئین هسته انار ۱۸۵ 


تعیین الگوی حلالیت پروتئین کنجاله هسته انار بر اساس 
0۳1 

در اين پژوهش استخراج پروتئین به روش حلالیت قلیایی و 
ترسیب اسیدی صورت گرفت. به منظور استخراج بیشترین میزان 
پروتئین» الگوی حلالیت پروتئین کنجاله هسته انار در 0۳1های 
مختلف بررسی شد (2012 ,اه ۵۶ نف( به منظور تعبین الگوی 
حلالیت» سوسپانسیون‌هایی از کنجاله چربی‌گیری شده در آب مقطر با 
نسبت ۱:۲۰ (وزنی احجمی) تهیه شد. سوسپانسیون حاصل به مدت 
یک ساعت در دمای اتاق مخلوط سپس 0۳ سوسپانسیون توسط 
هیدروکسید سدیم و اسید کلریدریک یک نرمال در ۱۰ سطح (۱۰-۱) 
تنظیم و به مدت ۶۰ دقيقه در 0۳1 ثابت مخلوط شد. سوسپانسیون 
حاصل به مدت ۱۵ دقیقه در دمای ۴ درجه سانتی‌گراد و ع ۱۰۰۰۰ 
باق بشیوه فنله سهی‌انانت حاصل از کاغل صاقی عیور داقه :و 
سپس میزان پروتئین موجود در سوپرناتانت» به روش 3201074 
(۱۹۷۶) اندازه‌گیری شد. برای تهیه منحنی استاندارد از غلظت‌های 
تلف آلبوفین سرم کاوی افاده فد 


تولید ایزوله پروتئین هسته انار 

پودر هسته انار چربی‌گیری شده به نسبت ۰ با آب مقطر 
مخلوط و میزان قلیاییت آن با افزودن محلول هیدروکسید سدیم ۱ 
نرمال به 0۳1 حداکثر حلالیت رسانده و مخلوط به مدت ۱ ساعت 
همزده شد. سپس این مخلوط سانتریفوژ شد (۱۰۰۰۰ع و ۱۵ دقیقه) و 
سوپرناتانت توسط اسید کلریدریک ۱ مولار تا 0۳ ایزوالکتریک 
پروتئین هسته انار اسیدی گردید و به مدت ۲۰ دقیقه در دمای محیط 
همزده و مجدد سانتریفوژ شد. پروتئین‌های رسوب کرده از بخش مایع 
جدا و با آب مقطر دو بار شسته شدند. کنسانتره پروتئینی حاصل جمع 
آوری و توسط خشک کن انجمادی خشک گردیدند و تا زمان انجام 
آزمون‌ها در دمای ۱۸- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد ( ۶ ۲10706 
8 ,.61). 


تهیه پروتئین هیدرولیز شده 

پروتئین استخراج شده هسته انار به طور دقیق در ارلن‌های 
حجمی توزین و با بافر پتاسیم فسفات (۲۰ میلی‌مولار» 011-8 
سوسپانسیون ۸۵ وزنب حجمی تهیه و امکان هیدراته شدن کامل آن 
در حین همزدن مداوم به مدت ۲۰ دقیقه در دمای محیط فراهم گردد. 
طبق طرح آماری» پس از رسیدن دمای انکوباتور شیکردار به دمای 
مورد نظر نمونه‌ها درون انکوباتور قرار داده شده و پس از ثابت شدن 
دماء آنزیم تریپسین به محلول اضافه شد و هیدرولیز در شرایط هم‌زدن 
مداوم (۳۳0: ۲۰۰) انجام گردید. پس از اتمام فرآیند هیدرولیز 


غیرفعال کردن واکنش و آنزیم از طریق اعمال حرارت ۸۵ درجه 
سانتی‌گراد به مدت ۱۰ دقیقه توسط حمام آب گرم صورت گرفت. پس 
از آن محلول تا دملی محیط خنک گردید. سپس محلول هیدرولیز 
شده تحت نیروی گریز از مرکز با دور ع۶۵۰۰ به مدت ۲۰ دقیقه قرار 
گرفت و مایع رویی به عنوان ترکیب هیدرولیز شده‌ی پروتئینی 
جمع‌آوری و جهت انجام آزمون‌های بعدی با استفاده از دستگاه 
خشک کن انجمادی به مدت ۴۸ ساعت. در فشار ۰/۰۱۷ میلی پاسکال 
و دمای ۵۷- درجه سانتی‌گراد خشک گردید ( ن4هصصصهههم‌صسم 
01,7 61). 


طراحی آزمایش به منظور بهینه سازی شرایط استخراج 

با هدف دستیابی به شرایط بهینه هیدرولیز از نرم‌افزار «علوع 
و روش سطح پاسخ با طرح مرکب مرکزی استفاده شد. 
فاکتورهای موثر بر فرآیند هیدرولیز توسط آنزیم تریپسین شامل دما 
(26» زمان (م6) و نسبت آنزیم به سوبسترا (26) به عنوان 
متفیرهای مستقل در سه سطح (۱+ ۰۰ ۱-) و دو متغیر وابسته یعنی 
قدرت مهار رادیکال آزاد ۳۳11 (۷۱) و قدرت کاهندگی یون فریک 
(۷۰) بودند. محدوده و دامنه فاکتورهای مورد بررسی بر پایه نتایج 
اولیه آزمایشگاهی به دست آمده. انتخاب شدند. سطوح مختلف 
متغیرهای مستقل در جدول ۱ نشان داده شده است. 

۰ تیمار تصادفی توسط نرم‌افزار انتخاب شد. مدل رگرسیونی به 
منظور پیش‌بینی پاسخ‌های به صورت زیر ارائه شد: 
(معادله ۱) زا +00 -۷ 
63۳۸ مزا من + زز و6 و + 

در این معادله. ۷ نشان دهنده متغیر وابسته است» ۵0 مقدار ثابت 
و 401 011 و [83 به ترتیب اثرات خطی, درجه دوم و اثرات متقابل 
می‌باشد و ۸6 و [6 متغیرهای مستقل را نشان می‌دهند. تجزیه و 
تحلیل رگرسیونی و واربانس داده‌های آزمایشی به تعیین 
معنی‌داری آزمون‌های آماری شرایط مدل و نیز ترسیم نمودارها و 
بهینه‌سازی» توسط توسط نرم‌افزار صورت پذیرفت. 


اندازه‌گیری فعالبت مهارکنندگی رادیکال آزاد ۲۳۳۲۷ 

در اين آزمون ۱ میلیلیتر از نمونه (غلغلت۴۰ میلی‌گرم در 
میلیلیتر) با ۱ میلیلیتر محلول 3۳۳۲1 (۱ میلی‌مولار در تانول /8۵) 
مخلوط شد. در دمای ۲۵ درجه سانتی‌گراد مخلوط و۲۰ دقیقه 
کزستانهعتاری قد: وافز تهایت. بخنب مطول ور سول موم ۸1۷ 
نانومتر اندازه‌گیری شد. درصد بازدارندگی رادیکال آزاد ۳۳1 از 
رابطه‌ی زیر محاسبه شد (2019 ,.41 61 ع26): 
۲ ۰ (جذب کنترل/جذب نمونه)-2۱ درصد بازدارندگی 


۱۸۶ نشربه پژوهشهای علوم و صنابع غذابی ایران؛ حلد 1٩‏ شماره 5 فروردین ۳ اردیی‌هشت ۱۴۰۲ 


جدول ۱- متغیرهای مستقل و9 سطوح انتخاب شده برای آن‌ها توسط روش آماری سطح پاسخ 
۲ ۱6 سر 0و وام۱۵ «تعطا) مه فماطماهتیه۱ )2۵۵صومرع۱۵0 -1 ما20 1 


سطوح متغیرها تا 
۱6۲۵۶ ۷2۵۸۵۱۵ 0۵060 ماس 
)0+ 0 (1-)0- 4 
45 375 30 1 
180 105 30 22 
3 2 1 3 


اندازه‌گیری قدرت کاهندگی یون فریک 

در اين روش ۰/۵ میلی‌لیتر نمونه حل شده در آب مقطر 
(غلظت۴۰ میلی‌گرم در میلی‌لیتر) با ۰/۵ میلی‌لیتر بافر فسفات ۰/۲ 
مولار  6.6(‏ 2۳1) و ۰/۵ میلی‌لیتر محلول پتاسیم فری سیانید (۰۱ 
وزنی احجمی) مخلوط شد. مخلوط در دمای ۵۰ درجه برای۲۰ دقیقه 
انکوبه شد و بعد از رسیدن به دمای اتاق» ۰/۵ میلی‌لیتر محلول تری 
کلرو استیک اسید (۱۰/ وزنی /احجمی) به مخلوط اضافه و به مدت۱۰ 
دقیقه در ۱۵۰۰۵ سانتریفوژ شد. در نهایت» امیلی‌لیتر سوپرناتانت با ۱ 
میلی‌لیتر آب مقطر و ۰/۲ میلیلیتر معطول. فریک کلراید (۰/۷ 
وزنی احجمی) مخلوط شد و جذب نمونه در ۷۰۰ نانومتر پس از ۱۰ 
دفرقا: یداش ماو در بیط کاریک خراناه کل افااشی جب 
مخلوط واکنش نشان دهنده افزایش قدرت احیاء‌کنندگی است 
(2016 .۵ 6 تناومه۷2). 


تعیین درجه هیدرولیز 

درجه هیدرولیز براساس میزان نیتروژن محلول در تری 
کلرواستیک اسید انجام گرفت (2019 .۵1 6۶ 2616). بطور خلاصه 
۰ میلی‌لیتر محلول پروتئین هیدرولیز شده با ۱۰ میلی‌لیتر تری 
کلرواستیک اسید /۱۰ مخلوط و پس از سانتریفوژ شدن (۵ دقیقه 
۰ ع)» نیتروژن محلول در سوپرناتانت (۷۱) و نیتروژن کل (۷) 
به روش بردفورد اندازه‌گیری گردید. 
زا ۰ (۱/۲0)< درصد نیتروژن محلول در تری کلرواستیک اسید 


توزیع وزن مولکولی 

اندازه مولکولی پروتئین هسته انار و هیدرولیز شد‌های آن با 
استفاده از تکنیک الکتروفورز 55-۳۸6 با ژل آکریل آمید ۱۵ 
بررسی گردید (1970 ,تاصصعمآ). در اين روش نمونه‌ها (۵ 
میلی‌گرم بر میلیلیتر) با ۳۰ میکرولیتربافر(بافر تریس ۶/۸ - 2 با 
غلظت ۵۰ میلی‌مول بر لیتره سدیم دودسیل فسفات ۴ بروموفنول 


متغیر مستة 


1201606110160۲ ۹ 


دما (درجه سانتی‌گراد) 
(0) عساممووع ]1 
زمان (دقیقه) 
(صتصه) عصطرز [" 
نسبت آنزیم به سوبسترا (درصد وزنی اوزنی) 
(/۵۱۷) متلقک ماحتادطاناو ۲0 ۱۸21/9۵ 


آبی ۰/۰۱۶ گلیسرول /۲۰ و بتامرکاپتواتانول /۱۰) مخلوط و در 
دمای ٩۰‏ درجه سانتی‌گراد به مدت ۵ دقیقه حرارت داده شدند. سپس 
همگن و در دمای اتاق خنک شدند. در مرحله بعد ۱۰ میکرولیتر از 
نمونه‌های تهیه شده بر روی ژل جداکننده با غلظت /۱۵ قرار داده 
شد. بعد از اعمال جریان ابت (۱۰۰ میلی‌آمپر) به مدت ۲ تا ۲/۵ 
ساعت. ژل از دستگاه جدا شد و به مدت ۲۴ ساعت با محلول رنگی 
نمونه‌ها با استفاده از متانول /۱۵ و اسیداستیک /۱۰ انجام شد. با 
استفاده از نشانگرهای پروتئینی (دامنه وزنی ۱۱ تا ۱۸۰ کیلودالتون) 
دامنه وزن مولکولی پروتئین و پپتیدها تعیین شد. 


تعیین میزان آبگریزی سطحی 

برای تعیین میزان آبگریزی سطحی ۶ میکرولیتر از پروب 
فلورسنت (طه) علقطمناه عمعافطاطممص 1 -مطنآنصه-6 با غلظت 
۸ میلی‌مولار و ۲۰۰ میکرولیتر نمونه (پروتتین هسته آنار و هیدرولیز 
شده‌های آن) دارای محدوده غلظت ۰/۰۵ تا ۱ میلی‌گرم بر میلی‌لیتر 
(محلول در بافر فسفات ۰/۰۱ مولار و ۳۳۲-7 در پلیت۹۶ خانه 
مشکی با یکدیگر مخلوط شدند. پلیت به مدت ۳ دقیقه به آرامی تکان 
داده شد. سپس» شدت فلورسانس نسبی نمونه‌ها در ۲۶۰ و ۴۶۰ 
نانومتر به ترتیب به عنوان طول موج‌های تهییج و نشر با استفاده از 
خوانشگر میکروپلیت عاطهصصباتاعص عل101ظ ۳۲2 ۲۷ عتعصه) 
.186 ارزیابی و ثبت شد. شیب اولیه منحنی شدت نشر در مقابل 
غلظت نمونه (میلی گرم بر میلی‌لیت) از طریق رگرسیون خطی محاسبه 
و به عنوان شاخص آبگریزی سطحی ارائه گردید ( ,نف۱۷2 > 0اک1 
90 


ریخت‌شناسی سطحم 
با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی ( ۳5۳ 7۳1[ 
0 017۸(۲۲۸) ساختار پروتئین‌های هسته اناره قبل و پس از 
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فرآیند هیدرولیز آنزیمی مورد بررسی قرار گرفت. همه نمونه‌ها با 
لایه‌ای منفرد از طلا پوشانیده شدند. تصاویر نمونه‌ها با میکروسکوپ 
روبشی در ولتاژ شتاب‌دهنده ۳۰ کیلو ولت 9 با بزرگنمایی در مورد 
ارزیابی قرار گرفت (2021 ,.۵1 6۶ هاء1). 


حلالیت پروتئین هسته انار بر اساس 2۳1 

بر پایه نتایج به دست آمده از این مطالعه» در کنسانتره پروتئینی 
حاصل از هسته نار کمترین میزان حلالیت پروتئین‌ها در ۳/۴ ۲۳۱ 
است و با افزایش قليائیت» حلالیت پروتئین افزایش می‌یابد. اين نتایج 
با یافته‌های محققان که محدوده ۲۳-۴-۵ را برای اکثر پروتئین‌های 
گیاهی محدوده ایزوالکتریک دانستند» مطابقت دارد. با توجه به اینکه 
فزایش مقدار 11 جهت استخراح پروتئین, ممکن است که به 
اسیدآمینه‌های ضروری موجود در ساختار پروتئین صدمه بزند و سبب 
کاهش قابلیت هضم و آرزش زیستی پروتئین شود استخراج پروتئین 
از هسته انار در 2۳1-۱۰ صورت پذیرفت (2016 .۵1 61 06710۷۵ : 
0 ,۰ 01 ۷۵۲۵5-0۵1۷0 :01). 


بهینه‌سازی هیدرولیز آنزیمی با روش سطح پاسخ 
کاهندگی یون فریک به عنوان شاخص‌هایی جهت تائید فعالیت 
ضداکسندگی صورت گرفت. با توجه به نقاط تعریف شده توسط طرح 
آماری مورد استفاده» آزمون‌های مربوطه انحام شد. نتایج مربوط به 
هر تیمار در جدول ۲ نشان داده شده است. 

نتایج جدول ۳ نشان می‌دهد که مدل آماری پیشنهاد شده توسط 
نرم‌افزار با ضریب همبستگی مناسب بصورت معنی‌داری (۰/۰۱) 
جهت پیش‌بینی اثر هر یک از متغیرهای واکنش بر میزان پاسخ 
مناسب قابل کاربرد است. 

ضرایب رگرسیون روابط بین پاسخ‌ها و پارامترهای هیدرولیز را 
نشان می‌دهد و بیانگر رابطه درجه دوم متغیرها با میزان پاسخ است. 
شاخص عدم تطبیق مدل جهت برازش معادله مربوطه معنی‌دار نشد و 
بیانگر توانایی این رگرسیون خطی در پیش‌بینی میزان مناسب پاسخ 
می‌باشد. 


جدول ۳- سطوح متغیرهای مستقل طرح مرکب مرکزی و پاسخ‌های هر تیمار 
۲۵۹۵۵۵۵۵۵ 166 200 ماع ع)زوممرصصی اهصاصمن 0۲ مم۱ ۷2۱2۵ )000 0۵ص ۵۶ ولع۲عبا -2 12۳016 


وعاصاهتته۲ )حع0صهمع(1 
قدرت کاهندگی یون فریک فعالیت مهار کنندگی۲۳۳۴۲ 
۵۲ ۲۵۱0۱018۵ ۵۱ج ماو مصههه۲۵ 56۵ ۲۳۳۳۲ 


1 ۷2 
86 017 
861 0176 
911 02453 
86 0166 
14 00291 
817 002392 
867 019 
4 0293 
813 ۱ 94 
813 0289 
965 ۱207 
64 019 
11 0026 
817 0133 
811 0265 
963 0۱191 
812 0028 
858 ۱201 
869 00145 
8142 0255 


متغیرهای مستقل 
۷۵۲۵0168 )1۸06۵۵۱000 
نسبت آنزیم به سوبسترا زمان دما شماره تیمار 
۵0 1۳/۶ مصن 60۳۵00۲۵[ ای 
0۳/۳ ۳ 0 

11 12 13 

1 45 30 1 
2 30 180 1 
3 321.5 105 2 
4 30 30 1 
5 321.5 105 2 
6 321.5 30 2 
7 45 180 3 
5 3743 105 2 
9 321.5 105 2 
10 321.5 105 2 
11 30 105 2 
12 30 30 3 
13 321.5 105 3 
14 45 180 1 
15 273 105 1 
16 45 105 2 
17 321.5 105 2 
18 45 30 3 
19 30 180 3 
20 321. 180 2 
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جدول ۳- تجزیه و تحلیل واریانس مدل درجه دوم حاصل از طرح سطح پاسخ 
۵ )هه هو مهو ۵ ۵۸۵۱۵۲۸۵ ۷۵2۲۱۵۸۵۸۵۵ 0۲ وزووادم۸ -3 12۳016 


قدرت کاهندگی یون فریک فعالیت مهار کنندگی ۲۳۳۳۲ 
۵۲ ۲60۱۲0118۵ ۲6۲۳۲۱6 ۲ ۹69۲61۱۵11826 ۱۳۳۲۲[ 4 
2 11 ِِ 
ضریب رگرسیون مقدار۳ مقدار ۳ ضریب رگرسیون مقدار۳ مقدار ۳ ات 
اصعت‌هی «مزوععوع ۷2۱۷6 ۳۴ ۷2۱0۵ ۲ اصعت‌هی «مزوعع2ع ۷2۱۷6 ۳۴ ۷۵۱0۵ ۲ 
01 ۰ 2024 01 > 21.75 0 
۷0061( 
زمان 
1 + 0945 #2( 0۰16 0.- 002940 0.04۹0 موز 
11 
دما 
0.009- 0۰1138 32.00 027+ 0.0003 2997 همه ]1 
12 
نسبت آنزیم به سوبسترا 
6 + 030062 116 0070+ 0۰1931 195 متاو 175 
3 
دما * زمان 
058 + 9932«( 0023 016+ 0159 0۳ 8.40 فصن < مساهوهه] 
2 
نسبت آنزیم به سوبسترا «زمان 
093.+ 1375« 2.61 ۳035( «() 1136 مه < مناد 17/5 


+8 1-11 03163 12 


6138 > ) 1 -0.00 


-4 1) (3323 -0.0100 


-.4 204 0133 -1 


034 0۳۰۹48 
)(# 9410 


09011 
22 


ضرایب تغییرات کمتر از ۱۰ درصد به دست آمد که به معنای 
قابلیت تکرارپذیری مدل‌ها بوده بطوری‌که می‌توان از آن‌ها در جهت 
بهینه‌سازی شرایط هیدرولیز آنزیمی استفاده کرد. ضریب تبیین بالاء 
معنادارنبودن ضریب عدم برازش مدل و در نهایت ضریب تبیین 
تعدیل شده متمایل به ۱ نشان‌دهنده صحت و اعتبار مدل‌های 
پیش‌بینی شده توسط نرم‌افزار در جهت تفسیر رابطه بین متغیرهای 
بقل وررانتخ‌ها اسک, 


3 
نسبت آنزیم به سوبسترا «دما 
مساو وه 1 < م۳۵ ۳/5 
23 
(زمان)؟ 
01 ۰ 63.73 تمس 
2 
(دما)۲ 
1۵۵0۵ 
22 
(نسبت آنزیم به سوبسترا)۲ 
۲۵۸0(۶ 5/) 


045 0023188 


04 03209 


0۳44 0۳3209 


3 
0۵1314 268 عدم پرازش 
۶ 0 1,201 
09514 ی 
1۳-۵ 


«روون .. ضریب تبیین تعدیل شده 
۳ 0 ۸ 
018 0 6۰۷۰ 


اثر پارامترهای هیدرولیز بر روی قدرت ضداکسایش 

با توجه به مدل, نمودارهای سه بعدی با تغییر دو متغیر مستقل و 
ثابت نگه داشتن متغیر مستقل دیگر در نقطه مرکزی توسط نرم افزار 
ترسیم شدند و در شکل ۱ نشان داده شده‌اند. 

جهت بررسی تاثیر دما بعنوان یکی از متغیرهای مستقل, در شکل 
2 که اثر متقابل دما و زمان و ط که أثر متقابل دما و نسبت آنزیم 
به سوبسترا بر فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد ۳۳11 را نشان 
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می‌دهند و نیز ع و 4 که به ترتیب آثر متقابل دما و زمان و اثر متقابل 
دما و نسبت آنزیم به سوبسترا بر قدرت کاهندگی یون فریک توسط 
هیدرولیزشده‌های پروتئین هسته انار را نشان می‌دهند. بررسی شدند. 
نتایج حاکی از تاثیر معنادار دما بر خاصیت آنتی‌اکسیدانی پروتئین 
هیدرولیز شده هسته آنار بود. نتايج حاصل از پژوهش‌های مختلف نیز 
نشان‌دهنده تاثیر دما بر واکنش هیدرولیز آنزیمی هستند. دمای بهینه 
فعالیت آنزيم بسته به نوع سوبسترا مختلف خواهد بود. از فاکتورهای 
موثر بر سرعت هیدرولیز آنزیمی می‌توان به پایداری آنزیم» در 
دسترس بودن سوبسترا و نیز تشکیل محصولات جانبی حاصل از 
هیدرولیز اشاره نمود (2018 ,۵1 ۶ طعذ). نتایج به دست آمده از 
اين مطالعه نشان داد که دمای بهینه انجام فرآیند هیدرولیز آنزیمی 
ترییسین در شرایط بیان شده ۳۷/۶ درجه سانتی‌گراد است. کاهش 
فعالیت ضداکسایش در دمای پایین‌تر از ۲۷/۶ درجه سانتی‌گراد 
می‌تولند به دلیل هیدرولیز ناقص پروتین‌ها باشد. بطور کلی» با 
افزایش دما به سبب در معرض قرارگیری پیوندهای پپتیدی و افزايش 
سطح تماس آنزیم تریپسین با آن‌ها سرعت هیدرولیز و در نتیجه 
فعالیت ضداکسایش بیشتر می‌شود. کاهش فعالیت ضداکسایش در 
دمای بالاتر از ۳۷/۶ درجه سانتی‌گراد می‌تواند ناشی از دناتوره شدن 
حرارتی پروتئین‌ها و از دست‌رفتن فعالیت مطلوب آنزیم باشد «ها:1) 
(2018 بنلتطقطه ک وصه ۷۷ :2018 ,.]۵ 61 طعصلگ :2021 .اه 61. 
پژوهش‌های زیادی در اين زمینه انجام شده است و در بیشتر اين 
تحقیقات از دمای ۳۰-۲۰ درجه سانتی‌گراد به عنوان دمای بهینه 
فعالیت آنزيم تریپسین یاد شده است :2022 ,۵1 # نطاد۳) 


۶ 2202 :2016 .۵1 2 ۱۷۲۱۲۶2۵0۵0۱۲ :2016 .۵7 #۶ تصهحاصه2[ 
(2019 ,.]4. 


به منظور بررسی تاثیر زمان فرایند هیدرولیز بر فعالیت 
مهارکنندگی رادیکال آزاد 1۳۳11 شکل ۱ 2 و » و بر قدرت 
کاهندگی یون فریک نمودارهای 4 و که به ترتیب تاثیر متقابل زمان 
و دما و تاثیر متقابل زمان و نسبت آنزیم به سوبسترا را نشان می‌دهند, 
بررسی شدند. بررسی‌ها نشان داد که با افزایش زمان هیدرولیز, فعالیت 
مهارکنندگی رادیکال و توان کاهندگی یون فریک تا زمان ۱۳۶/۵۵ 
دقیقه افزایش داشته و سپس روند کاهشی به خود گرفت. این نتایج 
مشابهت زیادی با نتایج تحقیقات محققان دیگر در زمینه واکنش‌های 
هیدرولیز دارد. در تفسیر این موضوع بایستی که به این نکته اشاره 
نمود که با افزایش زمان هیدرولیز» پروتئین به پپتیدهای دارای خواص 
آنتی‌اکسیدانی تبدیل می‌شود و خاصیت آنتی‌اکسیدانی به طور 
مشخص افزايش می یابد ولی با افزايش بیش از حد زمان» این 
پپتیدها به پپتیدهای کوچکتر آبدوست هیدرولیز می‌شوند و اين پپتیدها 
از توانایی کمتری در مهار رادیکال‌های آزاد آبگریز برخوردارند 
(2019 .۵1 ۶7 م22 :2018 .]۵ ۲ طعصنگ ). 


همچنین تاثیر نسبت آنزیم به سوبسترا بر فعالیت مهارکنندگی 
رادیکال آزد (شکل ۱ 6,ظ ) و بر قدرت کاهندگی یون فریک (شکل 
۱ *,0) بررسی شد و نشان داده شد که اين متغیر تا میزان ۲/۲ درصد 
(وزنی لوزنی), سبب تولید هیدرولیز شده‌هایی با فعالیت آنتی اکسیدانی 
بالاتر شد. در این مورد باید اشاره شود که افزايش غلظت آنزیم منجر 
به افزايش میزان دسترسی مکان‌های فعال آنزیم به زنجیره پروتئینی 
شده و سبب تجزیه سریع‌تر پروتئین و شکسته شدن پیوندهای پپتیدی 
آن می‌شود (2008 ,.۵1 6۶ 1602۵/۵). در ادامه مشاهده شد که با 


افزایش بیشتر از ۲/۲ درصد نسبت آنزیم به سوبسترا (وزنی اوزنی)» 
میزان فعالیت آنتی‌اکسیدانی از افزایش معناداری برخوردار نشد. چنین 
حالتی می تواند ناشی از هیدرولیز بیش از حد باشد که احتمال تماس 
بين آنزیم و مولکول‌های سوبسترا را کاهش می‌دهد و در نهایت 
سرعت هیدرولیز را کاهش می‌دهد و به فاز ثابتی می‌رسد که هیچ 
هیدرولیز ظاهری انجام نمی‌شود (2018 ,۵1 6 «عصنک). نتایج 
مشابهی از پژوهش‌های پیشین بر روی فرآیند هیدرولیز آنزیمی 
پروتئین نخود کاجان (2020 ,.اه ۶۶ تصحصصمد۲ تدطزصه؟) و 
پروتئین جگر (2020 .۵1 6۶ #[۷]۵) به دست آمده است. 
اعتبارسنجی مدل 

شرایط بهینه توسط نرم‌افزار 66 «وزدع به دست آمد و 
بیشینه فعالیت آنتی‌اکسیدانی پروتئین هیدرولیز شده هسته انار در 
دمای ۳۷/۶ درجه سانتی‌گراد با زمان واکنش ۱۳۶/۵۵ دقیقه و نسبت 
آنزیم به سوبسترای ۲/۲ درصد (وزنیلوزنی) به دست آمد. مدل چند 
جمله‌ای مقادیر بهینه فعالیت مهارکنندگی رادیکال 0۳۳۲۲ و توان 
احیای آهن را در شرایط پیشنهادی پیش بینی نمودند. به منظور تایید 
شرانظ پجشیاد. قنده تمسط مادله: ریاخی» آزمایش‌های اشافی فر 
قرایط بیش و فد توس ال جرا گردیت زير سه نکر نیج 
حاصل از این بررسی در جدول ۴ نشان داده شده است. پاسخ پیش 
بینی شده مدل مطابقت نزدیکی با داده‌های آزمایشی داشت. بنابراین» 
شرایط بهینه جهت تولید پروتئین هیدرولیز شده با خواص 
آنتی اکسیدانی از هسته انار توسط روش سطح پاسخ تایید شد. 


درجه هیدرولیز 
درجه هیدرولیز شاخصی مهم در کنترل و ارزیابی میزان پیشرفت 
واکنش هیدرولیز پروتئین است و به طول زنجیر پروتئینی و میزان 


ساختار با اندازه پیتید متناسب است و بر ایجاد توالی خاص اسیدهای 
آمینه. فعالیت زیستی و همچنین طعم پپتیدها تاثیر می‌گذارد 


(2019 ,01۰ 6 تاآهدهاتهطااه نطاع۳ :2019 ,.آه ۵۶ و۵۱20 : 
2 , .01 61). 


۰ نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد ۸٩‏ شماره ۱. فروردین - اردیبهشت ۱۴۰۲ 
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شکل ۱- نمودار سطح پاسخ متغیرهای مستقل بر فعالیت مها رکنندگی رادیکال آزاد ۳۳11 (0 ,۲ ,2) و قدرت احیا فریک ظ و ,0) 
و۵ ,0) ۳۵0۱۲۵۲ ۱۵0۱۵0۵۵ 0 20 (0 وا به) و مصنممه ۹6۵2۲ ۱۳۳۴۲۲ من وم۱۵۱ ۷2 )صع۵صهمم0صا ۵ قاماص مهو 165۵0۳8۵9۵ -1 .۲12 


جدول ۴- داده‌های آزمایشی و پیش‌بینی شده فعالیت آنتی‌اکسیدانی در شرایط بهینه متغیرهای مستقل (۳ تکرار) 
۱۵۵ ۵ م۲۵ امن مصام ماد 02تما مه 10۲ ماه ۱۵06660 مصتاصمصوه رم 0صد آه)ممصنه م۲۳ -4 ماود ]1 
(3 < 60۵ ۲۷۵2۱۲۱۵۸۵165 


قدرت احیای آهن فعالیت مهار کنندگی رادیکال ۱۳۳۲ 
۵ ۲60/۱0۵0۵ ۲۱۵۲۲۰۱۲ ۵ ۹6۵2۲۷۵0۵۵108۵ 1۳۳۲۲ 
آزمایشی . پیش‌بینی شده آزمایشی . پیش‌بینی شده 
او)جمصتهص< ...۰ ۳۲۵۵16۲۵0 اواصمصنهص۱ ...۰ ۳۲۵۵16۲۵0 
23 23 * 2 87 *35- ۱" 


نسبت آنزیم به سوبسترا زمان دما 


۱ آنزیم 
20 175 6 160۳00601200۲6 ۳92 
0۳۷/۳۲ 7 0 
22 13655 48.8 
ازانزه ۱۱۵ 


میانگین‌های دارای حروف مشترک ازنظر آزمون دانکن در سطح ۵ درصد اختلاف معنی‌دار ندارد . 


درجه هیدرولیز با الگوی شکست پیوند و ویژگی‌های آنزیم مورد 
استفاده در فرآیند هیدرولیز ارزیابی و تعبین می‌شود. فرآیند هیدرولیز 
معمولاًزمانی روی می‌دهد که آنزیم هیدرولیزکننده به پیوندهای قابل 
شکست در زنجیره پروتئینی دسترسی داشته باشد. همچنین میزان 
گرايش آنزیم به سوبستراه شکل و ساختار مکان‌های فعال سوبسترا و 
نیز نحوه جهت‌گیری پیوند پیتیدی در تعیین میزان هیدرولیز و درجه 
آن موثر است (2016 ,.ه ۶ عدامجدت:). نتایجم حاصل از 
هیدرولیز پروتئین هسته آناه درجه هیدرولیز ۳۰/۱۴۱ درصد را نشان 
دادند. در طی فرآیند هیدرولیز پروتئین سبوس برنج توسط آلکالاز 
(2018 ,.۵1 ۶ عدذ5) و پروتئین بذر کتان با استفاده از تریپسین 
(2019 .1 ۶1 10ع۸12102) توسط نتایج مشایهی حاصل شد. 


بررسی الکوهای توزیع وزن مولکولی با استفاده از 
الکتروفورز 

با استفاده از تکنیک الکتروفورز 95-۳۸۲ توزیع وزن 
مولکولی در پروتئین هسته انار و هیدرولیز شده‌های آن بررسی گردید. 
الگوی الکتروفورز پروتئین دناتوره شده هسته نار وجود باندهایی در 
محدوده ۱۵ تا ۷۵ کیلودالتون را نشان داد. بیشتر این باندها ترکیباتی 
با وزن مولکولی بالاتر از ۲۰ کیلودالتون هستند و دو باند قوی در 
محدوده ۲۰ تا ۲۵ کیلودالتون و ۳۵ تا ۴۸ کیلو دالتون هم شناسایی 
شدند (شکل ۲). پدیدارشدن باندهای پیتیدی با وزن مولکولی پائین و 
کمتر شدن شدت باندها و از بين بعضی از باندهای پیتیدی نشان از 
تاثیر آنزیم تریپسین بر پروتئین داشت. بررسی الگوی الکتروفورز 
پروتتین هیدرولیز شده, پپتیدهایی با وزن مولکولی کمتر از ۱۱ 


رحیمی پناه و همکاران. تعیین شرایط بهینه تولید پپتیدهای ضداکسایش حاصل از هیدرولیز تریپتیکی پروتئین هسته انار ۱٩۹۱‏ 


کیلودالتون را نشان داد. لازم به ذکر است که این روش قادر به 
شناسایی و جداسازی پپتیدهای با وزن مولکولی کمتر از ۱۱ 
کیلودالتون نبود. پژوهش‌گران دیگر نیز به نتایجی مشابه دست یافتند 
که نشان از توانایی هیدرولیز پروتئین با آنزیم تریپسین و تولید 
پیتیدهای کوچک بود (2016 ,.اه 61 ۱۷2۵۵00۲ .۵۸۱ 21 طعهنو : 
09 , .1 61 2218 :2018). 


ِ ۳ 
شکل ۲- الگوی الکتروفورز :مار کر» 1: پروتئین هیدرولیز نشده 2 
هیدرولیز شده‌ها 


:15 915-۳۸۲ 0۶ متام 0۱600۳0۵۵۲6 1۳6 -2 ۲۱۵۰ 
۵ ۱ :3 م0۲۵)۵10 10201 :2 1۷۲2۵۲ 


آبگریزی سطحی 

آبگریزی یکی از مهم‌ترین فاکتورهای موثر در حلالیت 
مولکول‌های پروتئین در یک محلول است که در جریان واکنش‌های 
هیدرولیز آنزیمی به دلیل باز شدن مولکول و تغییر قرارگیری و 
دسترسی گروه‌های هیدروفوب در سطح مولکول مقدار آن تغییر خواهد 
کرد. در اين رابطه استفاده از یک پروب فلورسنس جهت اتصال به 
گروه‌های آبگریز سطحی در اندازه‌گیری این ویژگی کاربرد دارد. در 
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۵۵ 100۲۵966۳066 
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مطالعه حاضر از ترکیب (۸(5) به عنوان پروب و از شدت شیب 
خطی فلورسنس در مقابل غلظت پروتئین به عنوان شاخص آبگریزی 
سطحی استفاده شد. 

شکل ۲ نشان می‌دهد که شیب خط آبگریزی پروتئین هسته انار 
از شیب خط آبگریزی پروتئین هیدرولیز شده بیشتر است و بیانگر این 
است که فرآیند هیدرولیز آنزیمی توانست به طور معناداری منجر به 
افزايش آبگریزی سطحی نمونه‌ها و افزایش قرار گرفتن زنجیره‌های 
آبگریز در سطح مولکول شود. 

ننایج مشابهی از تاثیر هیدرولیز آنزیمی بر آبگریزی پروتئین هسته 
گوجه (2019 ,.]» ۶ تدلصلعط:ع]۷) و پروتئین گردو ( ,اه 2 18[ 
0) مشاهده شد. پروتئین هسته انار آبگریزی کمی دارد. زیرا 
دارای پروتئین‌های دست‌نخورده و درهم پیچیده است. در چنین 
زنجیره پروتئینی. قسمت‌های آبگریز در مرکز و هسته زنجیره قرار 
گرفته‌اند و بدین شکل به پایداری ساختار کمک می‌نمایند. هیدرولیز 
آنزیمی می‌تواند با در دسترس قرار دادن گروه‌های پنهان شده در 
مرکز ساعتاود بر آبگریوی سطصی تفر گذار باشد. فر تیه زماتی کد 
زنجیره‌های پلی‌پپتیدی طی فرآیند هیدرولیز آنزیمی شکسته شوند 
اسیدهای آمینه غیرقطبی در معرض محیط قرار گرفته و سبب افزایش 
میزان آبگریزی خواهند شد. همچنین هنگامی که اسیدهای آمینه 
بازی و اسیدی آبدوست در کنار یکدیگر قرار بگیرنده قادرند یکدیگر را 
به شکل الکترواستاتیکی خنثی نمایند و این فرآیند نیز در نهایت منجر 
به افزايش آبگریزی می‌شود. به علاوه. تصور می‌شود که توان پیتیدها 
در حذف رادیکال‌های آزاد با افزایش میزان آبگریزی افزایش یابد 
(2020 ,.۵1 2 طذ :2019 .اه ۵ 2202 ). نتایجم حاصل از این 
بررسی نیز نشان داد که هیدرولیزهای پروتئینی از آبگریزی و قدرت 
ضداکسایش بیشتری در مقایسه با پروتئین دست‌نخورده برخوردارند. 


45 + بووه6 7 رز 1۶ ۵ 
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شکل ۳- شاخص آبگریزی سطحی براساس شدت فلورسنس در مقابل غلظت‌های متفاوت (۵) پرتتین هیدرولیز تشده (0) هیدرولیزشده‌ها 
(ه) .عصماو امعم )من فاوه۷ اتقصهاصا م10 ۱۵۱26۲۵ وه هماع ۱06 عاصامصامن0۳0 وا معه] نگ -3 ,و۲ 
۰ (۱) ۵۲۵۲۵1۳0۰ 0۳013260 تراد 


۲ شریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد 1٩‏ شماره ۱ فروردین - اردیبهشت ۱۴۰۲ 


تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی 

در شکل ۴ تصاویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی روبشی از دو 
نمونه هیدرولیز شده و هیدرولیز نشده دیده می‌شود. پروتئین هسته انار 
دارای ساختارهای پیجیده است که این ساختارها بعد از فرآیند 
هیدرولیز آنزیمی به قطعاتی کوچک و ساختاری بازتر همراه با 
چین‌های زیاد تبدیل می‌شود. نتایج به دست آمده از این مطالعه 


۴ 
.4000-2 907.۱ 4 


شکل ۴- تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی از پروتئین هسته انار (۸) و هیدرولیز شده‌های آن () 


مطابق با سایر نتایج پژوهش‌های مشابه است که در آن‌ها تاکید شده 
که پروتئین به بخش‌های کوچکتری در طی فرآیند هیدرولیز آنزیمی 
تبدیل شده و در نتیجه ابعاد ذرات هیدرولیزهای آن هم پس از تیمار 
آنزیمی بسیار کاهش خواهد یافت (:2021 ,.۵1 6 حصقلو1 ,.۵1 61 جذ[ 
2020 


(ظ) وع)هوا00 وه واز 0 ره هاماص م6 ۵۵۵68۵۵66 0 1۱00۲0۵۹6۵0۵۵ صمتاععاه هصنصصی5 -4 ۲۱2۰ 


در اين بررسی» هیدرولیز آنزیمی کنسانتره پروتئین هسته انار با 
استفاده از آنزیم تریپسین انجام شد. اثر متغیرهای مستقل بر فعالیت 
ضداکسایش توضیح داده شد. شرایط بهینه در جهت هیدرولیز 
(وزنی اوزنی) برای آنزیم تریپسین که به شکل تجربی (آزمایشگاهی) 
هم تایید شد. درجه هیدرولیز در جهت تولید هیدرولیزهای پروتئینی 
تریپسین ۲۰/۱۴۱ درصد برآورد شد. تراکم بیشتری از پپتیدهایی با 


منابع 


وزن مولکولی کم (کمتر از ۱۱ کیلو دالتون) پس از گسست 
زنجیره‌های پروتئینی با وزن مولکولی بالا مشاهده شد. به کمک 
تصاویر به دست آمده از میکروسکوپ الکترونی روبشی» تجزیه 
پروتئین به قطعات کوچک‌تر تایید شد. نتایج حاصل از اين مطالعه 
نشان داد که فرآیند هیدرولیز قادر به تولید پپتیدهای زیست‌فعال با 
خواص ضداکسایشی و آبگریزی سطحی بالاتری است. بررسی‌های 
بیشتری باید در جهت جداسازی و شناسایی پپتیدها و ارزیابی احتمال 
کاربرد آن‌ها در مواد غذایی انجام شود. 


(2019) ۸۵۰ مللطوع2ع۲ ع ,۷۲ بتا2طوع۳۱ 21»022طک .۱۷ رهم۱۷ ریک رت‌صه‌طاههو ریق بلتهلهل ۱۷۲200۲ رم بتالع۸(»92702ر 
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421-۰ :118 ۱1 :9 ۱ ی 9 ۱( صلما210 
۰ :00150 [/۸۸05://001.0۲8/10.1016ظ 

00101 ۲۵۱۱ .0۵0۵486 ۷۵ 81ما۲ع راصح 061۱۷۵0 -صنمامنم کصقام ۵۶ ممتاعصنظ صرح عادو (2015) .۴.۲ ,مناخ 
15.5.۰ 6018.20 [/16 10.10 /1105://001.0۲8 44-500۰ 4 ع6((عزعه ۳۲۵۵0 

(وملتاووع) وماه5 31۲0۱۷ متمامتن تممصه‌تاصه مضه «تمادانلممصمصتو! ,(2017) .ژ پتا ۷۷ عک .۷۷ تالا م۷ مطفتفصهلمت 
00060612۰ [/1005://001:018/10.1016 .205-222 :245 تسه ۳۵۵۵ 16۷1۱۵۷۰ 2 : فصلعامع ۶۵00 ۶۳۵1 

6 0) مبال۷ ۸0010۶2 ,(2019) ۷۷۰۲۸۰ و01۵6 عک رسا.ل ب5۱۷6۵12 و.ل 02101 ۷ ب61160062 1 ,..۸ ,0950 ر.ل منامام 
تمه ها فمتاتهم0۲0 امه دمنامه اه فمهتامعن مدمه ۵۶ ممتامال۳۵ظ :تملاهصه رما معتمهجروزه۱ متساعص) فتطه 
۰( 16/10000608 10۰10 /۳۲)05://001.0۲2 848-856۰ :274 ۵ ۲۵۵۵ .صندموظ طذ ولو داهع بط 


رحیمی پناه و همکاران. تعیین شرایط بهینه تولید پپتیدهای ضداکسایش حاصل از هیدرولیز تریپتیکی پروتئین هسته انار 


مج 2001۷10۲ اصهل00 ۸ 2018(۰) ۱۷۲۰۰ رتصله‌ووم۳۱ عک رب بات2 ۲۱۵۲ .۲ توص .۷ م12 ,۷ ,ات۲۵۳ .2 محفطوطله رم[ 
۱۵۱۱۱۵۵ ۵7۱۵ ۲۵۵0 .96605 هه ممنیاز رقاععم ماقصهتعممصم 0۶ آعمتاه متامصقطاه ۵۶ )عمتجم منامصعطام ماه 
۰ 1016/10/21 .2/10 001.0۲ //:۲05) 

هصلوا فصتعام۳ج عممصصمص من۵ ۵۶ فلورامتبوظ متامصرمصه 2۵0نصا۵۵ 2022(۰) سز بت‌تطففک عک ر.9.ظ رتصله‌عو۲۱0 .۷۲ بتطاع1 
۰ .8/10 ۳۱۵5://01.0۴۲ 79-90۰ :902(۰ 51۵01661071010 ۳۵۵0 ۸۵/۱۵۵ 8000102۰)ع۱ظ عمهتناه ۲۵9۵0886 
حصم ممتاممتاه صتما0۲0 هه تمااقطظ بل آقاها ۵۶ تاه -(2016) ,۱۷۲ رععته ی وبا متلقفعظ ,۷ ,۱۷۵۵00 رن به061200۷ 
عمط نامه ما فلو امه مزا ادتاصعماهم-ماع2 ۵۶ موب لصه 2001610 )520 بلاص عطا ها 2160160 فه لوعصط قامصهه 
۰ ۰1000006۳ [/16 10.10 /۵5://001:0۲8)ظ .243-252 :201 «راحتصعل ۲۵۵۵ .عصمتانصمی ممتامهاره 

6 0 ولو۷ 10۱ متاممط رصم ۵ ۲160 .(2018) .بظ.ظ مط0عصطامژ عک ببظ م1662 و.ظ.ظ مط0عفصطهل بط مالقا 
۰ ۰ ۵۵0 . تعامج (مساهاااوا ... عع0۳//۵0) ...امامت ...۵۶ ...المع 2 4صه.. ومناه2۳۵۵ 
8.۰ 1000006۴0:.201. 10۰1016/1 /05://001.0۲2)) 

(2019) ۱۷۲26۵۰ .1 مطله‌اوجهعم عک ی بهتصمتتهاط رظ بط2ع۱۷]۵)2860272068 ریق مطم0202مطک ۷ رلفه2ع ریخ مطم2ظ۲۱۸ 
صرح 6۱۷۲ عصلعنا (عتتمعهتام متمعی) طوتتماتایت ۶ه ملاصقجه مط) صم میامن فعع‌تاممم اصهندمتاصه که ممتام2تصتانن0 
392-1۰ :(26)4 ]166170 ۳۱0( ۳000 وی ۳۱۶ "0 0۵( 1( 
0۰ 10498850.2019 1060/7 10۰ /۱1005://001.0۲2 

,۵001 :فمافاموعومه یمام «ماتوظ ,(02018 بو رمصتانهاتقک عک رل متا۵0احمظ ولا م0026 ]1۷ ,۲۱0۱06 
367-6۰ :254 «راعوع) 9 ات/۱/۹۹ لمطمتاعصیظ 200 0و 
۰ 100000۵ 10۰1016/1 /005://001.0۲2) 

۳۷۲۵0۱۷56 ۵ ومتوع۱۳ ,(2021) .۲ بله۷۷ ۸۱ ع بن) م۱۷۲2 ببظ مطقصصطهماظ بیط بتا۸1۳0245 .۷۷ مطلبعط۱۵ .۷۲.9 مصطعاد1 
۵ 28 (۲۵۵۷۵۶۲۲ 0۱۱۵9۶) 1۱۲1۵ وفهرن صم فمهو اعد صتمامم ۵۶ دمتاهممم )صهن رمع مضه لمطمتاعصیظ 
4031۳۰ .۰ :(9)8 0 را 004 ...۰ 962868 ۲0۵00 بصماتصم .. فتورامل بط .. متاقططرر2صه ...رها 
1002/103۰ 001۰0۲2/10 //:۱)۲05 

0 )۸۵۵0:0020 .(2016) .۱.۸۲ رتصماوع927۷ ع بلط بتتطهم90 یک ۷2۵۵02 مب متصطهاهی .5.۷ بلتهلهان ویک رتطه‌اصهط2ز 
۳ 0 ۱۵۱۱۶ .0۴0۲62988 )ص۲6ع1 هلوت ۳۷۲0۱۷۹۵۸۵5 صتمام رم موه کعاو 00 اهلد گه معتااب نامه تعمطه‌تاهه 
.-1130-016-0576 10۰1007/51 /05://001.0۲8 402-409۰ :(4) 1 7 ۱۷۵۹۳۱۱۱۵۱ ۳۱۵۱ 

که )ناه 0ع۱انطع0 ۵۶ وتوامع بط 0ماتصصن! 2020(۰) ۲۰ روصج ۷۷ ی .1.1۷ رطلماوصه‌وفگ رب رعصه1 ,.۷ رعظ2ه ۷۷ ,.۲ رط1ل 
۰ :(33)35 7 ۱ .ممتافامهامهتفط ماما مه وعلاتهمميم لقممتامصیا۲ نصلومنوت. عصتفن فصتعامتم (ما 6ز8ع۲ 
۰ 1016/1772 .105://001.0۲2/10 

0 5۱0۴۵19۱64۵ 6۶ ۱061۱0۱6۵ :0۲0۵۵6 1100۲6866866 ج وه 0مصتصصعاع0 المزصامطام0۲0 ۲۲ 1980(۰) .9 رتقعلهاظ عک ریظ ,260ک 
.13-0 :624 

۵ ۳0 وملتاوم 0 ومتاد م2 اصملترمتاصج هه ممتلهع/ ۲۵ 2۸0۱8(۰) 1۰۷۲۰ برع عک و,9.۷۷ ,۱۷۲۵0 .رظن مصطظ .9.9 ملک 
,128-3 :25 ۵862066: ۲۵۵۵ .0۲0۱۷۹1۶ صنوومم عصتود میهد ملظ صتماميم ‏ رامعم هتطاموهملهل۴) .)اوه 
۰ 1010.01 [/005://001.0۲2/10.1016) 

۲ )منم 0 فلو ملظ متاقمط 2ص مطا ۵۶ ممتاه2تصتانن۵ 2008(۰) ۱۱۲۰ رم‌وماهان۲۱ ی ولیک مکاتهط مسا 16۱۲022۳۵ 
-05://001.078/10.1111/[.1750 (73)6 66266 ۵۵8 همم .<ع00۱0مطامصظ . ممهنتاه . فقممموع: . فطلودا 
1 32.200 

معمدطممنما02۵ 0۶ 620 مط) که «احاحصهووه مطا عصتسل فصتماميم هیناه ۵ 0162۷72 .(1970) بکل.نا رتلتصصصعع [ 
۰ 0 .680-685 ,(227)5259 ۷۵۲۸۲۵ 

2020(۰) .ین بعتا01ظ ع ول باعل ویکل.ل بلط .۲ م0عقعظ و1۵ ایکا ,۱۷2650۲6 وبا ,۳۲10۲656 و.لا.1 ,]۷۲210[ 
43)4(۰ ۱۵۳۱و عوعع۲۵ظ ۳۲۵۵۵0 ۵۴ ۵و .فصمتانصمه ولو عبط مرجم ععبنا مصتمتمم قط گ۵ صمتام2تصتانن0 
 ۰‏ (38 39 ۱ 101 /1105://001.07۲2 

2019(۰) ,۸۵ ممصطم0و1 کی و.ظ مصهتطلهووم۱ رفظ ۷200821 ری ممصممو ۱ ریک مطفته۳ یه بتطاعع920 ولا رکهلصتعطوع]۷( 
۶ ات۳006 100۲۷حانطصا مصرممه عصتاع وم صتفصعمامتعصعه مه رعصتصتها ملق . ره تاه رتم۹1۵ ظظ 
3,۰( 9 | 10 /۸)0۵5://01.0۲8ظ .1-10۰ :(43)2 صاینوعوع0: 0۴۳۵۵۵ ۵9۱۱۵ .عصتماه 9660 ماقم ۱۶0۲۵1۷2۵۵ 
۶ م2001 )صه0ت«متامه ۷160 12 2016(۰) هه رتلعطه ۱۷۱۵092۱1۵۲ ی ریضا۱۷ بتاهتصماصهو ریک رتم۵27 .۷ رکنا۷۱۲2۵۵0 
6۳۱۵۵۵ 60271۷۳۱۵۹۰ ۹6۷6۲۵ ها متما0۲۵ (0 6۵0۵0 ک۸/0۵0۵) صمحصاه ۷۱۱۵ صهتصه1 حصم 0عصتماداه ۶0۲01۷265 
۰( 10 /05://001.018 :609-616 :51 بومامبواعه 1 0۵ 562165 ۳۵۵۵ 0۴ ۱۲۱۵و 

[معصتامه هه طمتاهوامامه فد ماو بحمتامهتاه 8۵1600۷۵ ,(2012) :1 رمت۱۷]2 ی ر.ظ ,۵۴025 ریک بلهمقک رب تمد 
.2149-2۰ :(4)4در «اعنمه ۲۵۵0 لقفصظ . ۲2۵69660 مادص مهم فصتمرفه گه . اصمصووعووه. 2001۷1 
066801۰ 100. 10۰1016/1 /۱)005://001.0۲2 

۴ 0002۵0100 1۳6 2017(۰) ,۱۷۲ بلطاع9206 ی ربا متحطقله و۷ رتصه0:0ظ0۳ ره یک009طفصصنطعم هو و.ظ رلهصصهطممتم از 
۵ ۳۵۱۱۵۱۱ .صلها0۳۵ 5660 صتام‌صصیظ ۵ وتورامل بط متاقطط رسمه هم فمعتاممم وتاه0 تاج ۵ ممتام‌نالمتم فط 
۰ 1395104 ۳)۲05://01.0۲8/10.220617/11517[.۷7 14-26۰ :(3)1 ۲ ۱۲۵و 6606 «ع1661710108 ۵7۵ ۹6۱6۱۱6۵ 

5 1206 )مناصه 0۶ طمتاه2مامه قطان مصه ممتامه۱۲ 2020(۰) ۱۷۲۰۰ ره1ه۲ه0 ی وسای۷ بهطتته]۷ ر.9 بصه 021۷ و0۵ 
۰ ۵/0۰0/100 1018۰ :(9)8 ۲۶۵۵۵۶ .وم10وع۲ ]تبحم 

۶ طمه2تصت0و0 .(2020) ۷۰ رتمک عک ویک مط0وتامل2ل بی بتصه‌طاعمدن بیظ ۷20082 تطعملهو وط متصقفصه۱2 توطمازمی۴] 
6 ۱۹118 ملوم۵ض ها فقمم0زه فل1۲015 بط عصتسل ومتافنمامهطه لقممتاتمه فصج اصملترمتاصه و مهزهن منصوزون 
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,583-6 . (6)در .ماهلا 0ص چوما1200عع1 ...۵700 . 966066 ۰ ۳۵۵۵4 ۰ ۰ 1۳۵/۱۵۵۱۱ ۰ .0مطافحظ .. 8ع2تاه 
۰ ( (۲0۹://001.0۲2/10.22067/115011 

صهه ۱6 ۵۶ فلورراهتل بط متامصهررمصه ۵ ممتام2تتامه لهعتافتاهاه ,(2018) .1.9 رلع9۵ عک هنک مت10010 ر.ط.1 باعل 
1 1۱4 5۹6۵166 ۲۵۵۵0 - ۲۸۱۷7 صنهمدم رها ممتامتلمن ۲0۲۵0۱۷۹۵6۵ 0عمصقطصه عم ماحاصهعومم صتما2۳0 
۰ 1016/7۷77 .1005://001.0۲2/10 

۴ ۱6۵0۷۵۵۲ م۲1 : ط[۱/6۵ ما ماقج۷۷ ۳۲۵ 2018(۰) ۸۵ رعع۸۳0 ی ویک وطه۷۱[2712۵02۷ ویک ما9 و..۸ بالط .9 رتف2161 1 
7 ۲۵۵61۶6( دوم ما۱ .0۲0۵0895 ممامهانه صععتع 2 مصلونا ما2۵ 9660 مهصه۵8۵8ه مطرمت ولهعلتامع۲۲2اظ 
۰ 100101022 [/16 10.10 /1005://001:012 .790-802 

لهءتصجمطام-مملد روهام ۵ ممتاجعتاه1۳۷6 ,(2010) ,۱۷۲ یع2ع عک و.ظ بلته2001۷] و و2 متاقصها بآ ,22761 برض متقللصهتطم 1 
0 0۱0۷۵1۲5 (م ۳00و ۵عظ) ماقصهوعمصصمم صمتصد مهب ۵۶ اتامج اصهلنرمتاصه ‏ 4ص ومنا2۳۵0۵۵ 
۰ ۵( .10۰ /۱۲)0۹://001.0۲2 .۰ 180-185 :(26)02 1 ۳۲0۲۱۱۵۵۲۵۳۵۵ 

لحتصعامم اصملتدمتاصه کاا که ممتاجمتصتامن هه 262 مان حصم ماقو001۷ بط صنم)۵:ظ 2018(۰) .۲ اتمه کی ر. رعه ۷۷ 
۰ / ,7 .1824-1831 :(97)5 962766 0۵ ۰ع0010مطامجظط ممهته مقصممروع1 ره 

0 مماد امه )صهمتاصه روعتاهممنم لهمتصنمهم-ممزو لوط ,(2019) ما نا عک ود بلا۷۷ مب مطفطل مب بنااا ,.ل ,2610 
۵0 ۳۵0۱۵16(۰ ۲۵۱۱۵) دهع عصتا۱۷ حمی وعاهوتا0 ۱ صتمامتم ۵۶ رتماطانطما فرصم مصتاه جهن . ]-ص1فطمام1وه 
۰ 10000060 10۰1016/1 /۳۲)0۹://001,0۲2 .243-250 :(270)0235 صعتصعلت 

تمه ما وه قالط متقصط مج 0ماتصصتا ۵۶ )۲1]60 ,(2019) .0 پنا۷ عک ,,۱۷ ,920 .لا رعطه ۷۷ ون) ,الا وک ,7212 
,168-4 :85 9668066 ۵۳۵۵ 0 . ۵ص . مصلقامم .. صقه ...عم ۵۶ .. فمتاعهم‌متم .. عطا دنه ...۰ 200 
۰ .10۰1016/1 /۱005://001.0۲2 
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